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Flu reszenzkorrelationsspektr sk piemodul fur in Mikroskop 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemodul 
fur- ein Mikroskop gemaft dem Oberbegriff des Anspruches 1. Die Erfindung 
betrifft auch ein mit einem solchen Modul ausgerustetes Mikroskop gemaft dem 
Anspruch 18 und deren Verwendung. 

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) ist eine Technologie zum Studi- 
um und zur Untersuchung molekularer dynamischer Vorgange. Hierzu werden 
sich in Losungen befindende Partikel mit zur Fluoreszenz fahigen Farbstoffen 
dotiert und diese Farbstoffe dann uber Licht bestimmter Welleniange angeregt, 
Lichtquanten zu emittieren, die uber Detektoren erfaftt und ausgewertet werden 
konnen. Uber eine konfokale Pinholeanordnung wird dabei dafur gesorgt, daft 
jeweils nur aus der Brennpunktsebene eines Mikroskopes stammende Licht- 
quanten zu den Detektoren gelangen und somit zur Auswertung zur Verfugung 
stehen. 

Bekannte Vorrichtungen zur Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie bestehen aus 
einem Mikroskop mit einer im Mikroskop integrierten optischen Anordnung. Das 
Anregungslicht wird von einem Laser zur Verfugung gestellt. Das Laseriicht wird 
uber eine Ablenkungsoptik auf das Objektiv und die zu untersuchende Probe 
gelenkt. Aufgrund des konstruktiven Aufbaus einer solchen bekannten Vor- 
richtung derart, daft die Pinholeanordnung raumlich weit von dem Ort der Ein- 
koppelung des Anregungslichtes in das Mikroskop entfernt ist, weist diese 
bekannte Vorrichtung den erheblichen Nachteil auf, daft oftmals nachjustiert 
werden muft, um die konfokale Ausrichtung des Strahlenganges beizubehalten, 
was beispielsweise bei Messreihen von groftem Nachteil ist. 

Dieser Nachteil liegt unter anderem darin begrundet, daft es b i diesem bekann- 
ten Gerat naturgemaft zu thermisch bedingten Ausdehnungen kommt, was 
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insbesondere bei den angesprochenen Messreihen zu erheblichen Probiemen 
fuhrt, insbesond re hinsichtlich der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Eine 
Ursache dieses Problemes liegt in dem grofcen raumlichen Abstand zwischen der 
Einkoppelung und der Pinholeanordnung, so date die thermische Ausdehnung zu 
einer Dejustage der Optik fuhrt. Ein weiterer Nachtei! dieser bekannten Vor- 
richtung liegt darin, date sie nur integral verfugbar ist ( d.h. mit im Mikroskop 
integrierter Optik. Aufgrund dieser Integration ist das bekannte Gerat aber mit 
hohen Kosten bei der Herstellung verbunden. Diese Konstruktionsform ver- 
bunden mit dem grofcen Abstand zwischen Einkoppelung und Pinhole sorgt auch 
dafur, dafS Schwingungen beispielsweise am Probentisch zu einer Dejustage des 
Strahtenganges fuhren, da die komplette Einheit aus Mikroskop plus Optik zu 
Schwingungen angeregt wird, die uberden Gehausekorper des Mikroskopes auf 
die Optik verstarkend ubertragen werden. Dies fuhrt wiederum dazu, date die 
Ergebnisse von Messreihen schlecht reproduziert werden konnen. 

Bei der Technik der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie wird vom optischen 
System eines Mikroskopes Gebrauch gemacht. Ein solches Mikroskop, beispiels- 
weise ein Forschungsmikroskop, ist bei vielen Benutzern, fur die die Anwendung 
der vorstehend genannten Technik in Frage kommt, bereits vorhanden. 

Der vorliegenden Erfindung liegt ausgehend hiervon daher die Aufgabe zugrunde, 
ein solches bereits vorhandenes Mikroskop durch die Schaffung eines FCS- 
Modules zur Fluoreszenzkorreiationsspektroskopietauglich zu machen und dabei 
gleichzeitig fur eine. gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse von Messungen zu 
sorgeh. Auch soil ein Mikroskop mit einem Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie- 
modul geschaffen werden. 

Die Erfindung weist zur Losung dieser Aufgabe hinsichtlich des Modules die im 
Anspruch 1 angegebenen Merkmale auf . Vorteilhafte Ausgestaltung hiervon sind 
in den weiteren Anspruchen beschrieben. Das zu schaffende Mikroskop weist 
die Merkmale nach Anspruch 18 auf. Verwendungen hiervon sind in den An- 
spruchen 19 bis 21 angegeb n. 
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Die Erfindung geht von dem wesentlichen Gedanken aus, dafc bei vielen Benut- 
zern, fur die die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie in Frage kommt, ein 
vorzugsweise inverses Mikroskop fur die Zwecke der Forschung oder dergleichen 
ohnehin schon vorhanden ist. Diese bekannten Mikroskope sind jedoch nicht fur 
die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopieverwendbar. Gleichzeitig besitzen diese 
Benutzer oftmals einen fur andere Messungen eingesetzten Laser, der Licht von 
bekannten Wellenlangen aussendet. 

Die Erfindung schafft nun ein Modul, mit dem es moglich wird, vorhandene 
Mikroskope zur Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie einzusetzen und daruber 
hinaus die so geschaffene Anordnung fur Messreihen mit hoher Reproduzier- 
barkeit der gewonnenen Ergebnisse tauglich zu machen. 

Erfindungsgemafc ist daher ein Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemodul zur 
Anordnung an einem optischen Anschlufc eines Mikroskopes mit einem Anschlufc 
zur Einkoppelung des Anregungslichtes und einer Pinholeanordnung vorgesehen, 
bei dem der Einkoppelungsanschluliund die Pinholeanordnung an einem gemein- 
samen Tragerkdrper angeordnet sind. 

Am Einkoppelungsanschlufc kann das Anregungslicht uber einen Lichtwellenlei- 
ter, vorzugsweise eine einmodale Lichtleitfaser in das Modul eingekoppelt 
werden, wobei das Anregungslicht einem Lasersender entstammt, der Anre- 
gungslicht von einer oder mehreren Wellenlangen abgibt. Der Einkoppelungs- 
anschlufc und die Pinholeanordnung sind dabei raumlich dicht am gemeinsamen 
Tragerkorper, der steif ausgebildet ist, angeordnet, so date eine thermische 
Ausdehnung des Tragerkorpers nicht dazu fuhren kann, date ein justierter Strah- 
lengang dejustiert wird. ( 

Das Modul weist nur wenige optische Elemente auf, so date aufgrund einer 
Vielzahl solcher optischer Elemente ublicherweise auftretende optische Verluste 
vermieden oder reduziert werden konnen, wodurch auch durch solche optische 
Elemente verursachte Fehler im Strahlengang gering gehalten werden konnen. 
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Das Modul kann an einem optischen AnschluS eines Mikroskopes angeflanscht 
werden, wobei sich hierzu ein optischer Eingang und/oder Ausgang des Mikro- 
skopes eignet. Zur Forschung eingesetzte Mikroskope besitzen ublicherweise 
solche Anschliisse, die zum Anschlufc von elektronischen Kameras, beispiels- 
weise CCD Kameras vorgesehen sind. An einem solchen Anschlufc kann auf das 
Zwischenbild des Mikroskopes zugegriffen werden, so dad auch die Moglichkeit 
besteht, von auBen Licht uber diesen Anschlufc in das Mikroskop einzukoppeln, 
welches uber das Objektiv auf das Probevolumen geleitet werden kann. In 
diesem Probevolumen befinden sich die mit zur Fluoreszenz geeigneten Farb- 
stoffen dotierten Partikel, die uber das eingekoppelte Anregungslicht zur Fluo- 
reszenz angeregt werden. Die so emittierten Lichtquanten werden uber die Optik 
des Mikroskopes dem optischen Anschlufc wieder zugefuhrt, und gelangen 
hieruber in den Tragerkorper und die Pinholeanordnung. 

Erfindungsgemafc ist im Strahlengang nach dem Einkoppelungsanschlufc des 
Tragerkorpers ein Kollimator zur Erzeugung eines parallelen Lichtstrahles am 
Tragerkorper angeordnet. 

Im Strahlengang nach dem Kollimator ist am Tragerkorper eine einstellbare 
Linsenanordnung zur zum Pinhole konfokalen Fokussierung des Strahlenganges 
vorgesehen. Durch diese Linsenanordnung wird die Lichtquelfe (Ende der Licht- 
leitfaser) mit der Pinholeanordnung in der Bildebene des Mikroskopes zur Dek- 
kung gebracht. Uber eine Einstellvorrichtung, wie beispielsweise Mikrometer- 
schrauben oder einen Schrittmotor kann die Linsenanordnung in alien Raumrich- 
tungen eingestellt werden. 

Im Strahlengang vor der Einkoppelung des Anregungslichtes in das Mikroskop 
kann eine Filteranordnung und ein dichroitischer Strahlenteiler vorgesehen sein. 
Der vorzugsweise schmalbandige Filter sorgt dafur, dad Anregungslicht nur von 
selektierten Wellenlangen zum Probevolumen am Objekttrager des Mikroskopes 
gelangt, und zwar uber den dichroitischen Strahlenteiler. 
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Gemali der Erfindung ist es dabei vorgesehen, da& di Filteranordnung und der 
Strahlenteiler auf einem gemeinsamen Aufnahmehalter angeordnet sind, der in 
den Tragerkorper ntnehmbar einsetzbar ist. Unter dem Aufnahmehalter ist dabei 
ein Halter zu verstehen, an dem Filter und Strahlenteiler mit den fur den einzel- 
nen Anwendungsfall gewunschten spezifischen optischen Eigenschaften vorher 
montiert werden .konnen, so daft der Aufnahmehalter zusammen mit den ge- 
nannten optischen Bauteilen dann als Einheit in den Tragerkorper eingesetzt 
werden kann. Hierdurch wird nicht nur eine leicht zu bedienende Anordnung ge- 
schaffen, da entsprechende Halter mit vorher montierten optischen Elementen 
mit jeweils spezifischen Eigenschaften, wie beispielsweise Frequenzselektion, zu 
verschiedenen Zwecken bereit gehalten werden konnen, sondern auch dem 
Erfordernis der raumiich dichten Anordnung Rechnung getragen. 

In Weiterbildung der Erfindung ist im Emissionsstrahlengang hinter dem Pinhole 
mindestens eine Optikeinheit mit einem dichroitischen Strahlenteiler oder einem 
Spiegel vorgesehen. Diese Optikeinheit sorgt im Falle des dichroitischen Strah- 
lenteilers dafur, daft bei einer entsprechenden frequenzselektiven Eigenschaft 
des Strahlenteilers ein Spektrum der Emissionsstrahlung in Richtung auf einen 
Detektor aus der Emissionsstrahlung ausgekoppelt werden kann, eine andere 
Farbe aus der Emissionsstrahlung durch den Strahlenteiler aber weitgehend 
unbeeinfluftt hindurch treten kann, um auf einen Spiegel einer im Strahlengang 
der Emissionsstrahlung hinter der genannten ersten Optikeinheit angeordneten 
zweiten Optikeinheit zu treffen, von wo aus diese Farbe auf einen der zweiten 
Optikeinheit zugeocdneten zweiten Detektor zur Erkennung von emittierten 
Lichtquanten der zweiten Wellenlange trifft. Diese Anordnung ist insbesondere 
zur Kreuzkorrelation mit.zwei Farbkanalen von groftem Vorteil, mit der Wechsel- 
beziehungen verschieden farbig dotierter Partikel in der Losung untersucht 
werden konnen. 

Die mindestens eine Optikeinheit ist in vorteilhafter Weise an einem Aufnahme- 
halter angeordnet, der in den Tragerkorper entnehmbar einsetzbar ist. In vor- 
teilhafter Weise sind an dem Aufnahmehalter einand r g genuberliegend paar- 
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weise Kombinationen aus Filter und Strahlenteiler vorgesehen, so dafc uber ein 
Herausnehmen des Aufnahmehalters aus dem Tragerkorper und ein um 180° 
gedreht s Wiedereinsetzen des Aufnahmehalters in d n Tragerkorp r schnell 
eine Frequenzselektion hinsichtlich der Emissionsstrahlung moglich ist. 

Der an der Optikeinheit vorgesehene Filter ist zur Selektion der Detektionswellen- 
langen vorgesehen, d.h. zur Selektion der fur die Untersuchung gewunschten 
Spektren der Emissionsstrahlung, so dali uber mehrere hintereinander im Emis- 
sionsstrahlengang angeordnete Optikeinheiten mit Kombinationen aus Filter, 
Strahlteiler und Spiegel beziehungsweise beliebige Unterkombinationen dieser 
Bauteile mehrere Emissionsspektren der Fluoreszenzstrahiung untersucht und 
miteinander in eine korrelative Beziehung gebracht und entsprechend ausgewer- 
tet werden konnen. 

So ist es beispielsweise moglich, uber drei hintereinander im Emissionsstrahlen- 
gang liegende Optikeinheiten mit den genannten optischen Bauteilen drei Farben 
(unterschiedliche Wellenlangen des Emissionsspektrums) gleichzeitig zur ge- 
wunschten Untersuchung zu verwenden, so dafc in diesem Fall zwei Optikeinhei- 
ten mit Kombinationen aus dichroitischer Strahlteilgr und Filter gefolgt von einer 
Kombination aus Spiegel und Filter hintereinander im Emissionsstrahlengang auf 
Aufnahmehaltern im Tragerkorper angeordnet zum Einsatz kommen. Hierdurch 
konnen die von den jeweiligen Detektoren einzeln gezahlten frequenzselektierten 
Impulse zur kreuzkorrelierten Auswertung verwendet werden. 

Im Emissionsstrahlengang vor dem jeweiligen Detektor kann dabei eine Linsen- 
anordnung zur Fokussierung des Emissionlichtes auf den empfindlichen Bereich 
des Detektors vorgesehen sein. 

Das erfindungsgemafce Modul ist dabei derart ausgebildet, dafe eine Justierung 
der wenigen optischen Bauteile jederzeit sichergestellt ist. Zu diesem Zweck ist 
der Tragerkorper zur Aufnahme der Aufnahmehalter mit den optischen Bauteilen 
mit Formflachen versehen, an denen die mit komplementaren Formflachen 
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versehenen Aufnahmehalter am Tragerkorper im Strahlengang ausgerichtet 
festgelegt werden konnen. Diese Formflachen haben eine zentrierende Funktion, 
so dalS die einmal am Aufnahmehalter zum Strahlengang der Emissionsstrahiung 
ausgerichtet angeordneten optischen Elemente auch beim Herausnehmen der 
Aufnahmehalter aus den Vertiefungen des Tragerkorpers und dem erneuten 
Einsetzen der Aufnahmehalter in den Tragerkorper ausgerichtet bleiben. Dies ist 
beispielsweise dann von Vorteil, wenn eine Kombination aus Filter und dichroiti- 
schem Strahlenteiler durch eine andere entsprechende Kombination ausgewech- 
selt werden soli, die am gleichen Aufnahmehalter, ledigiich der anderen Kom- 
bination gegenuberliegend angeordnet ist. Hierzu ist es nur erforderlich, den 
Aufnahmehalter vom Tragerkorper abzunehmen, ihn um 180° zu drehen und 
dann wieder in die Vertiefung des Tragerkorpers einzusetzen, wobei die am 
Tragerkorper und am Aufnahmehalter vorgesehenen Formflachen, beispielsweise 
Konusflachen dann dafur sorgen, dalS die neue Kombination aus Filter und 
dichroitischem Spiegel im Strahlengang ausgerichtet angeordnet ist, so daft ohne 
neue Justierung sofort wieder mit einer Messung fortgefahren werden kann. 

Der Tragerkorper kann aus einem metallischen Werkstoff einstuckig ausgebildet 
sein und einen AnschlulSflansch zur Anordnung des Tragerkorpers am AnschluS 
des Mikroskopes aufweisen. Hierzu ist es beispielsweise moglich, den Tragerkor- 
per aus Aluminium mittels einer CNC gesteuerten Werkzeugmaschine zu ferti- 
gen. 

Das Laserlicht kann in das Modul uber eine Monomodelichtleitfaser eingekoppelt 
werden. Hinter dem Flansch zum Anschlufc der Lichtleitfaser befindet sich der 
Kollimator zur parallelen Ausrichtung des Lichtstrahles. Der Durchmesser dieses 
Strahles bestimmt den Anteil der Apertur, die zur Ausleuchtung der Probe 
verwendet wird. Der Kollimator mute daher auf die numerische Apertur der 
Lichtleitfaser abgestimmt sein. 

Mitt is inesmitd m rfindungsgemafcen Modul ausg statteten Mikroskopes ist 
es moglich, Diffusionskoeffizienten zu bestimmen. Aufgrund der Moglichkeit der 
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gleichzeitigen Gewinnung von Fluoreszenzsignalen unterschi dlicherSpektralbe- 
reiche uber zwei oder mehrere hintereinander angeordnete Optikeinheiten mit 
entsprechenden optischen Bauteilen ist es moglich, diese Signale zur Kreuzkorre- 
lation heranzuziehen und somit Wechselwirkungen verschiedener im Probevolu- 
men befindlicher Molekule zu untersuchen. Auch ist es moglich, hierdurch 
Rotationsdiffusionskoeffizienten zu bestimmen, indem die Emissionsstrahlung 
mit zwei Optikeinheiten zu gleichen Teilen auf zwei Detektoren aufgeteilt wird 
und wieder die Kreuzkorrelationsfunktion gebildet wird, so date sehr kleine 
Diffusionszeiten gemessen werden konnen. Hierzu erforderliche Polarisatoren 
konnen in die Aufnahmehalter integriert werden. 

Mit dem erfindungsgemaften Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemodul ist es 
moglich, vorhandene Mikroskope so nachzurusten, date damit unter Zuhilfen- 
ahme eines Lasers und einer ublichen Laborausstattung in der Form eines Aus- 
werterechners mit einer Korrelatorkarte Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie 
betrieben werden kann. Zudem ist es moglich, Kreuzkorrelationsbestimmungen 
durchzufuhren. Neben dem Merkmal der kostengunstigen Nachrustung vorhan- 
dener Mikroskope wird durch die raumlich kompakte Einheit des Modules eine 
gute Reproduzierbarkeit der gewonnenen Ergebnisse durch den Wegfall der 
Notwendigkeit der Nachjustierung der optischen Elemente erreicht. Aufgrund der 
nur geringen Zahl optischer Bauteile werden optische Verluste und Abbil- 
dungsfehler minimiert. Das Modul kann an ein vorhandenes Mikroskop ange- 
flanscht werden und besitzt neben dem Mikroskop alle zur Fluoreszenzkorrela- 
tionsspektroskopie -benotigten optischen Bauteile in dicht gepackter Form. 
Hierdurch entfallt die Notwendigkeit der standigen Nachjustierung dieser Bautei- 
le. Der Tragerkorper zur, Aufnahme der optischen Bauteile kann mittels nume- 
risch gesteuerter Werkzeugmaschinen kostengCinstig hergesteflt werden. Die 
optischen Bauteile werden von Aufnahmehaltern aufgenommen, die vormontiert 
werden konnen und nur mehr in den Tragerkorper eingesetzt werden mussen. 
Aufgrund der an den Aufnahmehaltern und dem Tragerkorper vorgesehenen 
zentrierenden Formflachen entfallt die Notwendigkeit der Nachjustierung der 
ausgerichteten optischen Bauteile. Die gesamte konfokale Einheit ist in dem als 
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Block ausgebildeten Tragerkorper integriert. Der am Mikroskop vorhandene 
optische Anschlufc kann fur die konfokale Abbildung der Lasereinkopplung und 
Detektionspinhole eingesetzt werden. Die Aufnahmehalter fur die optischen 
Bauteile werden in konischen Aufnahmen des Tragerkorpers angeordnet, so dali 
ein Filterwechsel ohne Neujustage erfolgen kann. Die raumlich kompakte Anord- 
nung der optischen Bauteiie auf dem steifen Tragerkorper sorgt fur Unempfind- 
lichkeit gegen mechanische Schwingungen des Probentisches. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand der Zeichnung naher erlautert. Diese 
zeigt in: 

Fig. 1 eine schematische perspektivische Ansicht des an einem aus- 

schnittsweise dargestellten Mikroskop angeordneten Fiuoreszenzkorrelations- 
spektroskopiemodules; 

Fig. 2 eine Draufsichtansicht von oben auf das Modul nach Fig. 1; 

Fig. 3 eine Schnittansicht gemafc i-l nach Fig. 2; 

Fig. 4 eine Draufsichtansicht von unten auf einen Aufnahmehalter mit 

zwei Satzen von Filtereinrichtung und Strahlenteiler; und 

Fig. 5 eine Schnittansicht des Aufnahmehalters nach Fig. 4. 

Wie leicht aus Fig. 1 der Zeichnung ersichtlich, ist das Fluoreszenzkorrelations- 
spektroskopiemodul 1 in der dargestetlten Ausfuhrungsform an einem optischen 
Ausgang 2 eines ausschnittsweise dargestellten Mikroskopes 3 angeflanscht. 

Ein solches Mikroskop 3 besitzt regelmafcig einen solchen optischen Ausgang, 
an dem beispielsweise eine CCD Kamera oder eine Videokamera angeflanscht 
werden kann, urn das auf dem Objekttrager angeordnete Probevolumen zu 
dokumentieren. Dieser Ausgang befindet sich vor der Bildebene des Zwischenbil- 
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des des Mikroskopes, also im Bereich der Abbildungsoptik des Mikroskopes, der 
uber das Okular beobachtet werden kann. 

Ober diesen Ausgang kann demnach Licht ausgekoppelt und infolgedessen auch 
in das Mikroskop eingekoppelt werden. Uber eine entsprechend dem Ausgang 2 
des Mikroskopes ausgebildete und am Modul 1 angeordnete Flanschverbindung 
kann das Modul 1 am Ausgang 2 befestigt werden. 

Fig. 2 der Zeichnung zeigt das Modul 1 in einer Draufsichtansicht von oben, 
wobei der Erlauterung halber der Anregungs- beziehungsweise Emissionsstrah- 
lengang ebenfalls dargestellt ist. 

Das in Fig. 1 dargestellte Modul 1 wird uber eine im Bereich der rechten Seiten- 
flache des Tragerkorpers 4 vorgesehene nicht naher dargestellte Flanschver- 
bindung an dem optischen Ausgang 2 des Mikroskopes 3 befestigt. 

An einem mit dem Bezugszeichen 5 bezeichneten Anschlufc befindet sich eine 
Flanschverbindung 6, an der ein nicht naher dargestellter Lichtwellenleiter 
befestigt werden kann, uber den das von einem Laser stammende Anregungs- 
licht in das Modul 1 eingekoppelt werden kann. Es kann hierzu Anregungslicht 
einer oder mehrerer Wellenlangen verwendet werden, wobei letzteres bei- 
spielsweise dann von Vorteil ist, wenn sich im Probevolumen Molekule mit 
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen befinden. 

Das Bezugszeichen 7 zeigt auf den Strahlengang des eingekoppelten Laserlich- 
tes. Im Strahlengang 7 Iqefindet sich ein Kollimator 8, urn einen parallel gerichte- 
ten Strahlengang zu erz,eugen. Der Durchmesser dieses Strahles bestimmt den 
Anteil der Apertur, der zur Beleuchtung der Probe im Probevolumen verwendet 
wird. Der Kollimator 8 ist daher auf die numerische Apertur der Faser des Licht- 
wellenleiters abgestimmt. 

Dem Ko+limator 8 folgt eine Linsenanordnung 9 zur zum Pinhole 10 konfokalen 
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Ausrichtung des Strahlenganges (Fokus 10a des Anregungslichtes). Wie aus Fig. 
1 ersichtlich ist, ist die Linsenanordnung 9 uber schematisch dargestellte Ein- 
stellschrauben 11, beispi Isweise Mikrometerschrauben einstellbar und kann 
zusatzlich auch in der Richtung senkrecht zum Strahlengang verstellt werden, so 
date eine Einstellbarkeit in alien drei Raumrichtungen gewahrleistet ist. 

Der so fokussierte Strahlengang trifft in der Folge auf einen frequenzselektiven 
Filter 12 zur Unterdruckung unerwunschter Wellenlangen im Spektrum des 
Anregungslichtes. Das Bezugszeichen 13 bezeichnet einen dichroitischen Strah- 
lenteiler, mit dem das Anregungslicht in Richtung des optischen Ausganges 2 
des Mikroskopes 3 abgelenkt wird. Im Mikroskop 3 wird das Anregungslicht 
uber eine Abbildungsoptik auf das Probevolumen gelenkt und regt die mit Fluo- 
reszenzfarbstoff dotierten Molekule zur Fluoreszenz an. 

Uber die Abbildungsoptik des Mikroskopes wird die von dem Fluoreszenzeffekt 
bewirkte Emissionsstrahlung uber den optischen Ausgang 2 des Mikroskopes 3 
ausgekoppelt und in das Modul 1 eingekoppelt, wo sie uber den dichroitischen 
Strahlenteiler 13 und das Pinhole 10 in eine im Strahlengang hinter dem Pinhole 
10 angeordnete Optikeinheit 14 eintritt. 

Der Tragerkorper 4 nimmt naher in Fig. 4 und 5 dargestellte Aufnahmehalter 1 5 
auf, an denen die optischen Bauteile des Modules 1 angeordnet sind. Wie leicht 
aus Fig. 2 der Zeichnung ersichtlich ist, besitzt das Modul 1 in der dargesteilten 
Ausfuhrungsform drei Aufnahmehalter 15. 

Einer der drei Aufnahmehalter 1 5 tragt den bereits beschriebenen Filter 12 und 
den Strahlenteiler 1 3, befindet sich also im Strahlengang sowohl des Anregungs- 
lichtes als auch der Emissionsstrahlung, wahrend die beiden weiteren Aufnahme- 
halter 15 im Strahlengang der Emissionsstrahlung hinter dem Pinhole 10 an- 
geordnet sind. 



Die Opt+keinheit 14 am Aufnahmehalter 15 besteht in der dargesteilten Aus- 
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fuhrungsform aus einem dichroitischen Strahlenteiler 1 6 zur Auskoppelung einer 
ersten Nachweiswellenlange der Emissionsstrahlung und einem Filter 17 fur die 
Detektionsw Menlange des ersten Kanales. Hierunter ist die von einem Detektor 
18 zu erfassende erste Wellenlange aus dem Emissionsspektrum zu verstehen. 
Vor dem Detektor 1 8 befindet sich in der dargestellten Ausfuhrungsform eine 
Linsenanordnung.1 9 zur Bundelung des Lichtes der ersten Wellenlange auf den 
empfindlichen Teil des Detektors 18. Ein Teil der Emissionsstrahlung passiert 
den dichroitischen Strahlenteiler 1 6 und trifft in der Folge auf einen Spiegel 20, 
der das Licht in Richtung auf einen zweiten Detektor 21 ablenkt, nachdem es 
durch einen Filter 22 und eine Linsenanordnung 23 hindurch getreten ist. 

Wie es ohne weiteres ersichtlich ist, sind an dem Tragerkorper 4 in der darge- 
stellten Ausfuhrungsform zwei Detektoren 18, 21 angeordnet und dement- 
sprechend zwei Optikeinheiten 14. Es ist aber moglich, die Zahl der im Strahlen- 
gang der Emissionsstrahlung liegenden Optikeinheiten 14 zu erhohen, beispiels- 
weise auf drei oder mehr Optikeinheiten, um verschiedene Farben der Emis- 
sionsstrahlung auswerten zu konnen. 

Fig. 3 der Zeichnung zeigt einen Schritt l-l nach Fig. 2, wobei in Fig. 3 der 
Vereinfachung halber die in der Schnittebene liegenden optischen Bauteile 
weggelassen worden sind. Wie es aber aus Fig. 3 deutlich hervorgeht, besitzt 
der Tragerkorper 4 zur Auf nahme der Aufnahmehalter 1 5 Vertiefungen 24 mit 
geneigten Seitenflachen 25, die zu Seitenflachen 26 {Fig. 5) der Aufnahmehalter 
15 komplementar ausgebildet sind, so daB die die optischen Bauteile tragenden 
Aufnahmehalter 1 5 in die Vertiefungen 24 eingesetzt werden konnen und 
hierdurch eine definierte, zentrierende~Lage im Tragerkorper 4 einnehmen. Dies 
ist von erheblichen Vorteil, da nunmehr die verschiedene optische Bauteile, 
beispielsweise dichroitische Strahlenteiler und Filter fur verschiedene Wellenian- 
gen des Anregungs- und/oder Emissionsspektrums tragenden Aufnahmehalter 1 5 
einfach ausgetauscht werden konnen, wobei ein in den Tragerkorper 4 einge- 
setzter Aufnahmehalter 1 5 automatisch zum Strahlengang ausgerichtet wird und 
zwar aufgrund der komplementaren zentrierenden konischen Flachen der Ver- 
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tiefungen 24 und der Aufnahmehalter 15. 

Fig. 4 und 5 zeigen Optikeinheiten 14 beziehungsweise Aufnahmehalter 15 mit 
konischen Seitenflachen 26 und optischen Bauteilen. Am Aufnahmehalter 15 
sind in der dargestellten Ausfuhrungsform vier optische Bauteile angeordnet. 

Jeweils zwei der optischen Bauteile sind einander zugeordnet, namlich der Filter 
26 und der Strahlenteiler 27 beziehungsweise der Filter 28 und der Strahlenteiler 
29. Anstelle der Strahlenteiler konnen aber auch Spiegel vorgesehen sein, so 
daft ein Aufnahmehalter 1 5 beispielsweise auch einen Strahlenteiler und einen 
Spiegel mit jeweils zugeordneten Filtern aufweisen kann. 

Durch einfaches Herausnehmen eines Aufnahmehalters 1 5 aus der Vertiefung 24 
des Tragerkorpers 4 und einer Drehung des heraus genommenen Aufnahmehal- 
ters 15 um 180° und das Wiedereinsetzen des gedrehten Aufnahmehalters 15 
in die Vertiefung 24 kann somit beispielsweise anstelle einer (Combination 
Filter/Strahlenteiler eine Kombination Filter/Spiegel oder auch eine einen anderen 
Frequenzbereich des Emissionsspektrums selektierende Kombination in den 
Strahlengang der Emissionsstrahlung eingesetzt werden, ohne daft eine neue 
Justierung erforderlich ware. Aufgrund der zentrierenden Formflachen sowohl 
am Aufnahmehalter als auch am Tragerkorper ist das Modul gegen am Proben- 
tisch auftretende Schwingungen unempfindlich, so daft eine hohe Reproduzier- 
barkeit der mit dem Modul gewonnenen Messergebnisse sichergestellt ist. 

Das erfindungsgemafte Modul kann einfach an einem inversen Mikroskop ange- 
flanscht werden. Durch ,die raumlich dicht gepackte Anordnung der Lichtquelle, 
namlich des Endes der Lichtleitfaser und des Pinholes beeintrachtigt eine thermi- 
sche Ausdehnung und eine Belastung des Modules durch Schwingungen eine 
einmal hergestellte Justierung von Einkoppelung und Pinhole nicht, so daft eine 
dauernde neue Justierung entfallt. 

Das gesamte Modul weist nur eine geringe Zahl von einzeln n Bauteilen auf, und 
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der Tragerkorper kann kostengunstig hergestellt werden. Das Modul ermoglicht 
die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie auch solchen Benutzern, die uber ein 
entsprechendes Mikroskop und einen Laser verfugen. Die am Modul vorhande- 
nen Linsenanordnungen konnen uber Einstellschrauben, beispielsweise Mikrome- 
terschrauben eingestellt werden. Da dies auch fur die Linsenanordnungen gilt, 
die die Emissionsstrahlung auf die Detektoren bCindeln, entfallt die Notwendig- 
keit der Anordnung der Detektoren auf einem x-y-Positioniertisch, wodurch ein 
kompakter und stabiler Aufbau der gesamten Anordnung erzielt wird. Die Filter 
und Strahlenteiler sowohl fur die Selektion der Anregungs- als auch Emissions- 
strahlung befinden sich an Aufnahmehalter mit konischen zentrierenden Seiten- 
flachen und konnen jeweils mindestens zwei Kombinationen optischer Bauteile 
aus Filter/Strahlenteiler beziehungsweise Filter/Spiegel aufnehmen, so date durch 
einfaches Herausnehmen und Einsetzen der Aufnahmehalter in den Tragerkorper 
unterschiedliche Spektralbereiche selektiert werden konnen. Die Konusflachen 
am Tragerkorper und an den Aufnahmehalter sorgen fur eine sehr gute Posi- 
tioniergenauigkeit der optischen Bauteile. Ein mit dem erfindungsgemafcen Modul 
ausgestattetes Mikroskop kann fur Messreihen eingesetzt werden, ohne da£ eine 
erneuerte Justierung vor jeder Messreihen notwendig ist. Im Strahlengang der 
Emissionsstrahlung konnen mehrere Optikeinheiten hintereinander angeordnet 
werden, so dafc mehrere Kanale gleichzeitig zur Auswertung zur Verfugung 
stehen. Zur hoch genauen Bestimmung von Diffusionskoeffizienten konnen zwei 
Kanale eingesetzt werden, so dalS Probe und Standard gleichzeitig in einer 
Losung gemessen werden konnen. Hierdurch beeinflussen Fehler das Ergebnis 
nicht, da sich ein splcher Fehler auf beide Kanale auswirkt. Die Verwendung 
zweier oder mehrerer Kanale durch zwei oder mehrere Optikeinheiten ermoglicht 
durch die damit zur Verfugung stehenden zwei oder mehreren Farbkanalen die 
Gewinnung von Informationen uber die gemeinsame Bewegung der Fluorophore 
uber eine Kreuzkorrelation. Durch die Aufteilung des Emissionslichtes auf bei- 
spielsweise zwei Detektoren uber zwei Optikeinheiten und die Kreuzkorrelation 
der Messwerte ist es moglich, den EinfluS der Totzeiten derartiger Detektoren zu 
uberwinden und auch sehr kleine Diffusionszeiten zu messen. 



29. November 1996 



- 15 - 

Hinsichtlich vorstehend im einzelnen nicht naher erlauterter Merkmaie wird in 
ubrigen ausdrucklich auf die Anspruche und die Zeichnung verwiesen. 
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K 2370 

Deutsches Krebsforschungszentrum Stiftung des offentlichen Rechts 



Patentanspruche 

1. Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemodul zur Anordnung an einem opti- 
schen Anschlufc (2) eines Mikroskopes (3) mit einem Anschlufc (5) zur Einkoppe- 
lung des Anregungslichtes und einer Pinholeanordnung (10), wobei der Ein- 
koppelungsanschlufc und die Pinholeanordnung an einem gemeinsamen Trager- 
korper (4) angeordnet sind. 

2. Modul nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, date der optische Anschlufc 
(2) des Mikroskopes ein optischer Eingang und/oder Ausgang ist. 

3. Modui nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daft im Strahlen- 
gang nach dem EinkoppelungsanschlufJ (5) ein (Collimator (8) zur Erzeugung 
eines parallelen Lichtstrahles am Tragerkorper (4) angeordnet ist. 

4. Modul nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft im Strahlengang nach 
dem Kollimator (8) am Tragerkorper (4) eine einstellbare Linsenanordnung (9) zur 
zum Pinhole konfokalen Fokussierung des Strahlenganges vorgesehen ist. 

5. Modul nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafc im 
Strahlengang vor der Einkoppelung des Anregungslichtes in das Mikroskop (3) 
eine Filteranordnung (12) und ein dichroitischer Strahlenteiler (13) angeordnet 
ist. 
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6. Modul nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, date die Filteranordnung 
(12) und der Strahlenteiler (13) auf einem gemeinsamen Aufnahmehalter (15) 
angeordnet sind, der in den Tragerkorper (4) entnehmbar einsetzbar ist. 

7. Modul nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daft im 
Emissionsstrahlengang hinter dem Pinhole ( 1 0) mindestens eine Optikeinheit ( 1 4) 
mit einem dichroitischen Strahlenteiler (16) und/oder einem Spiegel (20) vor- 
gesehen ist. 

8. Modul nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daft die mindestens eine 
Optikeinheit (14) an einem Aufnahmehalter (15) angeordnet ist, der in den 
Tragerkorper (4) entnehmbar einsetzbar ist. 

9. Modul nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, daft an der Optik- 
einheit (14) ein Filter (17, 22) zur Selektion der Detektionswellenlangen vor- 
gesehen ist. 

10. Modul nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daft im 
Emissionsstrahlengang vor einem Detektor (18, 21) eine Linsenanordnung (19, 
23) zur Fokussierung des Emissioniichtes auf den Detektor (18, 21) vorgesehen 
ist. 

11. Modul nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daft 
der Tragerkorper (4) zur Aufnahme der Aufnahmehalter (15) mit Formflachen 
(25) versehen ist, an denen die mit komplementaren Formflachen versehenen 
Aufnahmehalter (15) am Tragerkorper im Strahlengang ausgerichtet festlegbar 
sind. 

12. Modul nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daft 
der Tragerkorper (4) aus einem metallischen Werkstoff einstuckig ausgebildet ist 
und einen Anschluftflansch zur Anordnung des Tragerkorpers am Anschluft (2) 
des Mikroskopes (3) aufw ist. 
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13. Modul nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, date 
der Tragerkorper mit Ausnehmungen (24) zur Aufnahme der Aufnahmehalter 
(15) ausgebildet ist, wobei di Ausnehmungen (24) geneigte Seitenflachen (25) 
zur ausgerichteten Aufnahme der Aufnahmehalter aufweisen. 

1 4. Modul nach einem der Anspruche 1 bis 1 3, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Aufnahmehalter mit mindestens zwei frequenzselektiven Filtereinrichtungen (26, 
28) versehen sind. 

15. Modul nach einem Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daft als 
Anregungslicht Laserlicht uber eine einmodale Lichtleitfaser eingekoppelt wird. 

16. Modul nach einem der Anspruche 3 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daft 
der Koilimator (8) auf die numerische Apertur der Lichtleitfaser abgestimmt ist. 

17. Modul nach einem der Anspruche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daft 
durch die frequenzselektiven Filtereinrichtungen (26, 28) unterschiedliche 
Spektralbereiche der Anregungs- und/oder Emissionswellenlangen wahlbar sind. 

18. Mikroskop mit einem Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemodul nach einem 
der vorhergehenden Anspruche. 

19. Verwendung des Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemodules nach einem 
der Anspruche 1 bis 17 oder 18 zur Bestimmung von Diffusionskoeffizienten. 

20. Verwendung nach Anspruch 19 zur Bestimmung von Rotationsdiffusions- 
koeffizienten. 

21. Verwendung des Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemodules nach einem 
der Anspruche 1 bis 1 7 oder 1 8 mit mindestens zwei Optikeinheiten zur Kreuz- 
korrelation der Signale der von den mindestens zwei Optikeinheiten frequenzse- 
lektierten unterschiedlichen Fluoreszenzemissionsspektren. 
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Zusammenfassunq 

{zu veroffentlichen mit Fig. 1 der Zeichnung) 

Es wird ein Modul (1) zur Anordnung an einem Mikroskop (3) vorgeschlagen, 
mittels dessen das Mikroskop zur Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie ver- 
wendet werden kann. 



* 
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3/3 




